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F Id III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (F rtsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1 ) 



Ein Verfahren zur di f ferenzierten Untersuchung unterschiedl icher Strukturen 
in vorzugweise biologischen Praparaten, insbesondere mittels konfokaler 
Laserscanmikroskople, ist dadurch gekennzeichnet, dass den Strukturen 
Teilchen mit spezifischem Durchmesser und spezifischen Elgenschaf ten 
zugeordnet werden und dass der Nachweis der Strukturen durch Nachweis der 
in bzw. an den Praparaten spezifisch gebundenen Teilchen erfolgt. 
Vorteilhafterweise erfolgt der Nachweis dadurch, dass die Strukturen mit 
Metal 1 teilchen mit Durchmessern im Bereich 10nm-1500nm markiert werden und 
Miestreuung oder ein PI asmonensignal nachgewiesen wird. 
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(57) Abstract 



The invention relates to a method for examining different structures in preferably biological preparations in a differentiated manner, 
especially by means of confocal laser scanning microscopy. The method is characterised in that particles having a specific diameter and 
specific characteristics are assigned to the structures and in that said structures are detected by detecting the particles which have specifically 
bonded in or to the preparations. The detection process is carried out in an advantageous manner by marking the structures with metal 
particles with diameters of 10 nm to 1,500 nm and detecting Mie scattering or a plasmon signal. 

(57) Zusammenfassung 



Ein Verfahren zur differenziertcn Untersuchung unterschiedlicher Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten, insbesondere 
mittels konfokaler Laserscanmikroskopie, ist dadurch gekennzeichnet, dass den Strukturen Teilchen mit spezifischem Durchmesser und 
spezifischen Eigenschaften zugeordnet werden und dass der Nachweis der Strukturen durch Nachweis der in bzw. an den Praparaten 
spezifisch gebundenen Teilchen erfolgt. Vorteilhafterweise erfolgt der Nachweis dadurch, dass die Strukturen mit Metallteilchen mit 
Durchmessem im Bereich 10nm-1500nm markiert werden und Mie-Streuung oder ein Plasmonensignal nachgcwiesen wird. 



i 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifiziening von PCT-Vertragsstaaten auf den 
PCT verdffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


AM 


Armenien 


FI 


Finnland 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankreich 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vcreinigtcs Kftnigreich 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


BE 


Bclgien 


GN 


Guinea 


BF 


Burkina Paso 


GR 


Griechenland 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


CF 


Zentralairikanische Republik 


JP 


Japan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


CH 


Schweiz 


KG 


Kiigisistan 


CI 


Cdte d'lvoire 


KP 


Dcmokratische Volksrepublik 


CM 


Kamenin 




Korea 


CN 


China 


KR 


Republik Korea 


CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


CZ 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


DK 


DSnemaik 


LK 


Sri Lanka 


EE 


Estland 


LR 


Liberia 



Kopfbogen der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemass dem 



LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakci 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


MK 


Die chcmalige jugoslawischc 


TM 


Turkmenistan 




Republik Mazedonien 


TR 


TQrkci 


ML 


Mali 


XT 


Trinidad und Tobago 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


MW 


Malawi 


US 


Vcreinigte Staaten von 


MX 


Mcxiko 




Amcrika 


NE 


Niger 


UZ 


Usbekistan 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


PL 


Polen 






PT 


Portugal 






RO 


Runt!Uiien 






RU 


Russische Federation 






SD 


Sudan 






SE 


Schweden 






SG 


Singapur 







wo 00/36450 



PCT/DE99/03946 



Verfahren zur differenzterten Untersuchung unterschiedlicher Strukturen in 
vorzugsweise biologischen Praparaten 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur differenzierten Untersuchung 
unterschiedlicher Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten, 
5 insbesondere mittels konfokaler Laserscanmikroskopie. 

Grundsatzlich handelt es sich hierbei um ein Nachweis-ZMarkierungsverfahren, 
insbesondere um ein Verfahren, wie es im Rahmen der konventionellen 
Fluoreszenzmikroskopie im biomedizinischen Bereich Anwendung findet. Die 
bislang angewandte Fluoreszenzmikroskopie ist jedoch in der Praxis auBerst 
10 problematisch, zumal die dort verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit der Zeit 

ausbleichen. namlich eine die Reproduktion von Untersuchungen ausschlieliende 
Ausbleichcharakteristik aufweisen. Aufgrund dieser Ausbleichcharakteristik 
verandern sich bereits im Verlauf des Mikroskopierens die 

Fluoreszenzintensitaten, und zwar insbesondere bei anhaltender Bestrahlung des 
15 Fluoreszenzfarbstoffs mit Anregungslicht. Dies macht nicht nur eine Reproduktion 
der Untersuchung unmoglich, erschwert vielmehr auch jede Untersuchung nach 
bereits erfolgter Bestrahlung des biologisch/medizinischen Praparats oder macht 
eine solche Untersuchung - im Hinblick auf eine zuverlassige Auswertung - 
nahezu unmoglich. 

20 Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein 

gattungsgemaBes Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlicher 
Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten, insbesondere mittels 
konfokaler Laserscanmikroskopie, derart auszugestalten, dass die Reproduktion 
der Markierung bzw. des Untersuchungsergebnisses auch nach langerer 

25 Bestrahlung gewahrleistet ist. Die bei der Fluoreszenzmikroskopie bzw. in 
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Verbindung mit Fluoreszenzfarbstoffanbindung auftretenden Probleme sollen 
vermieden warden. 

Voranstehende Aufgabe wind durch die Merkmale des Patentanspruches 1 
gelost. Danach ist das gattungsbildende Verfahren zur differenzierten 
5 Untersuchung unterschiedlicher Strukturen in vorzugsweise biologischen 
Praparaten dadurch gekennzeichnet, dass den Strukturen Teilchen mit 
spezifischem Durchmesser und spezifischen Eigenschaften zugeordnet werden 
und dass der Nachweis der Strukturen durch Nachweis der in bzw. an den 
Praparaten spezifisch gebundenen Teilchen erfolgt. 

10 In vorteilhafter Weise erfolgt der Nachweis der Teilchen dadurch, dass die 
Wellenlange geeigneten Lichts in Abhangigkeit des Durchmessers und der 
spezifischen Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, dass sich die 
Teilchen aufgrund der an den Teilchen auftretenden Mie-Streuung bzw. Mie- 
Reflexe nachweisen lassen. 

15 Alternativ kann der Nachweis der Teilchen auch durch Detektion des Plasmonen- 
Signals der Teilchen erfolgen. 

ErfindungsgemafS ist erkannt worden, dass das im Rahmen der 
Fluoreszenzmikroskopie auftretende Problem grundsatzlich auf die 
Ausbleichcharakteristik der verwendbaren Fluoreszenzfarbstoffe zuruckzufiihren 

20 ist. Erfindungsgemali wird von dem im biomedizinischen Bereich ubiicherweise 
angewandten Markierungsverfahren abgegangen, werden namlich die im 
Praparat interessierenden Strukturen nicht mit irgendwelchen Farbstoffen 
markiert, sondern mit Teilchen mit spezifischem Durchmesser und spezifischen 
Materialeigenschaften. Wahrend es bei der Fluoreszenzfarbstoffanbindung auf 

25 das Fluoreszenzverhalten der den Strukturen zugeordneten 

Fluoreszenzfarbstoffe ankommt, spielen die optischen Eigenschaften der 
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Teilchen zunachst keine Rolle. Vielmehr kommt es hierbei auf den Durchmesser 
und auf die Materialeigenschaften der Teilchen an. 

Die Teilchen werden also - sofern erforderlich - nnittels geeigneter Bindemittel den 
jeweiligen Strukturen bzw. Bereichen der Praparate zugeordnet, wobei die 
5 Teilchen mit Bindennittein versehen sein konnen, die mit bestimnnten Strukturen 
eine chemische Bindung oder eine Bindung aufgrund von Adhasion eingehen 
konnen. Eine rein mechanische Bindung ist ebenfalls denkbar. Nachdem die 
Teilchen der interessierenden Struktur oder den interessierenden Strukturen 
zugeordnet sind, erfolgt der Nachweis der Struktur bzw, der Strukturen durch 

10 Nachweis der in bzw. an den Praparaten und somit an den jeweiligen Strukturen 
. gebundenen Teilchen. Im Konkreten lassen sich die Strukturen bzw, 

unterschiedlichen Bereiche in den Praparaten dadurch differenzieren, dass die 
Wellenlange geeigneten Lichts in Abhangigkeit des Durchmessers und der 
spezifischen Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, dass sich die 

15 Teilchen aufgrund der an den Teilchen auftretenden Mie-Streuung nachweisen 
lassen. 

In erfindungsgemalier Weise wird demnach ein physikalisches Phanomen 
genutzt, welches in der Fachliteratur als „l\/lie-Streuung" bezeichnet wird. Hierzu 
wird lediglich beispielhaft auf G. Mie, Ann. Physik 3, 377 (1908) verwiesen. 

20 Hinsichtlich theoretischer Grundlagen betreffend die Mie-Streuung wird des 
weiteren verwiesen auf P. Torok et al. „Polarised Light Microscopy" SPIE Vol, 
3261, 22 ff. (1998). Unter der nach dem Physiker G. Mie bezeichneten 
Erscheinung - Mie-Streuung oder Mie-Reflex - versteht man eine Streuung von 
Licht an Teilchen, wobei mit wachsendem Durchmesser der Teilchen die 

25 Streuintensitat in Vorwartsrichtung starker zunimmt als in Ruckwartsrichtung. Im 
Gegensatz zur Rayleigh-Streuung hangt die Mie-Streuung sowohl von den 
Materialeigenschaften (Elektrizitatskonstante, elektrische Leitfahigkeit) als auch 
von dem Durchmesser der streuenden Teilchen ab. 
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An dieser Stelle sei noch einmal ganz besonders hervorgehoben, dass in 
erfindungsgemaSer Weise die Markierung von Bereichen oder Strukturen zu 
deren differenzierter Untersuchung durch Zuordnung von Teilchen zu diesen 
Strukturen und durch anschlieRende Detektion der Teilclien erfolgt, wobei die 
Detektion der Teilchen durch Ausnutzung der an der Teilchen auftretenden Mie- 
Streuung erfolgt. Das Phanomen der Mie-Streuung wird somit in 
erfindungsgemafier Weise zum Nachweis der den Strukturen zugeordneten 
Teilchen und somit zum Nachweis der Strukturen selbst genutzt. 

Statt des Nachweises uber an den Teilchen auftretende Mie-Streuung kann der 
Nachweis der Teilchen auch durch Detektion des Plasmonen-Signals erfolgen. 
Plasmonen sind aus der Literatur schon seit geraumer Zeit bekannt. Es handelt 
sich hierbei um ein Phanomen aus dem Bereich der Festkorperphysik, bei dem 
die Elektronen im Leitungsband eines Festkorpers Schwingungen ausfuhren, die 
durch beispielsweise Licht geeigneter Wellenlange induzierbar sind. Dies wird 
bislang vor allem im Zusammenhang mit Messgeraten genutzt. die auf dem 
Oberflachen-Plasmonen-Resonanzeffekt beruhen. Lediglich beispielhaft wird 
dazu auf die US-PS 5,351,127 verwiesen, in der eine entsprechende Anordnung 
beschrieben ist. Fur die Lichtmikroskopie im klassischen Sinne ist jedoch die 
Erzeugung und der Nachweis von Oberflachen-Plasmonen gemafi der zuvor 
vorgenannten Druckschrift nicht brauchbar. 

Im Rahmen des zuvor genannten alternativen Nachweises der Teilchen durch 
Detektion des Plasmonen-Signals werden mit geeignetem Licht im 
konventionellen Oder konfokalen Laserscanmikroskop Oberflachen- oder 
Volumen-Plasmonen-Resonanzen der Teilchen angeregt, die an der 
nachzuweisenden Struktur spezifisch angebunden sind. Die so angeregten 
Oberflachen- oder Volumen-Plasmonen-Resonanzen werden dann mit 
geeigneten Mittein nachgewiesen. In Abhangigkeit von der Eigenschaft des 
verwendeten Lichts und der Eigenschaft der verwendeten Teilchen ist ein 
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spezifischer Nachweis unterschiedlicher Teilchen moglich. Beispielsweise ist in 
spharischen Teilchen nur eine begrenzte Anzalil von Oberfiachen-Piasmonen 
verfugbar, die vom Durchmesser, der Eiektronendichte und der 
Dielektrizitatseigenschaft der Teilchen abhangen. 

In vorteilhafter Weise wird zur Beleuchtung der Teilchen linear polarisiertes Licht 
vorgebbarer Wellenlange verwendet, urn namlich den Mie-Effekt bzw. die an den 
Teilchen auftretende Mie-Streuung besonders gut nutzen bzw. detektieren zu 
konnen. Dies gilt insbesondere dann, wenn die Wellenlange des Lichts grolier 
Oder in etwa gleich dem Durchmesser der Teilchen ist. 

In besonderes vorteilhafter Weise konnte die Wellenlange des Lichts im Bereich 
zwischen 300 nm und 1.500 nm liegen. Die Grolie der Teilchen konnte unterhalb 
des optischen Auflosungsvermogens liegen. Im Konkreten kommt hier ein 
Teilchendurchmesser im Bereich zwischen 10 nm und 1.000 nm in Frage, um 
namlich die Mie-Streuung zur Detektion der Teilchen optimal nutzen zu konnen. 

In weiter vorteilhafter Weise wird die Wellenlange des Lichts - bei gegebener 
TeilchengroBe und gegebenen spezifischen Eigenschaften der Teilchen - derart 
gewahit, dass ein maximaler Mie-Reflex nachweisbar ist. Ausgehend von den 
hier zugrundeliegenden theoretischen Grundlagen gemaS den eingangs zitierten 
Literaturstellen wird hierzu auf Figur 1 bzw. auf die dortige Grafik venwiesen, die 
fur bestimmte Teilchendurchmesser, namlich fur Durchmesser von 20 nm, 40 nm, 
60 nm, 80 nm und 100 nm, die aufgrund der Mie-Streuung detektierbaren Reflexe 
in Abhangigkeit von der Wellenlange des Beleuchtungslichts zeigt. Gemali dieser 
Darstelllung lasst sich bei gegebener Teilchengrofte diejenige Wellenlange des 
Lichts auswahlen, bei der - bei einem bestimmten Teilchen vorgegebenen 
Durchmessers - ein maximaler Mie-Reflex bzw. eine maximale Mie-Streuung 
nachweisbar und somit detektierbar ist. 
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Grundsatzlich ist es moglich, dass nicht nur ein Bereich des Praparats mit einem 
Typ von Teilchen - gleichen Durchmessers und gleicher Eigenschaften - 
versehen wird, sondern dass vielmehr voneinander zu differenzierende Bereiche 
des Praparates mit Teilchen unterschiedlicher Durchmesser versehen werden, so 
5 dass mittels geeignetem LIcht unterschiedlicher Wellenlangen die Bereich 
simultan detektierbar sind. Ebenso ist es moglich, die zu differenzierenden 
Bereiche des Praparats mit Teilchen unterschiedlicher spezifischer Eigenschaften 
- bei unterschiedlichen oder gleichen Durchmessern - zu versehen, so dass 
mittels geeignetem Licht unterschiedlicher oder gleicher Wellenlangen die 
10 Bereiche simultan detektierbar sind. Beide Varianten zur Differenzierung 
zwischen unterschiedlichen Bereichen des Praparats sind realisierbar. 

Bei den zur Markierung dienenden Teilchen handelt es sich bevorzugt um 
Metallteilchen, und zwar aufgrund deren Elektrizitatskonstante und elektrischer 
Leitfahigkeit. Ebenso kann es sich bei den Teilchen um an der Oberflache 
15 metallisierte Teilchen handeln. Die Teilchen sind weiter vorzugsweise ellipsoid 
Oder als Kugein ausgefuhrt, um namlich eine homogene Mie-Streuung an den 
Teilchen zu erhalten. 

Der Nachweis der Teilchen uber die dort auftretende Mie-Streuung bzw. uber die 
dort auftretenden Mie-Reflexe kann uber ein Mikroskop erfolgen, und zwar 

20 sowohl im Transmissionsmikroskop-Modus als auch im Reflexionsmikroskop- 
Modus. Erfolgt der Nachweis im Transmissionsmikroskop-Modus, so konnte ein 
konventionelles Polarisations-Transmissionsmikroskop oder ein konfokales 
Polarisations-Transmissionsmikroskop venwendet werden. Erfolgt der Nachweis 
im Reflexionsmikroskop-Modus, konnte ein konventionelles Polarisations- 

25 Reflexionsmikroskop oder ein konfokales Polarisations- Reflexionsmikroskop zur 
Realisierung der Nachweismethode verwendet werden. 
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Als Lichtquelle kommt beispielsweise eine Hochdruckdampflampe in Frage, 
wobei diese vorzugsweise welleniangenselektierende und polarisierende Mittel 
aufweisen sollte. Diese wellenlangenselektierenden und polarisierenden Mittel 
konnen einer herkbmmlichen Hochdruckdampflampe auch - separat - 
nachgeschaltet sein. 

In besonders vorteilhafter Weise lasst sich als Lichtquelle ein Laser verwenden, 
insbesondere dann, wenn die konfokale Laserscanmikroskopie angewandt 
werden soil. In vorteilhafter Weise handelt es sich hier um einen Laser, der 
polarisiertes Lichte einer Wellenlange emittiert. Ebenso ist der Einsatz eines 
Lasers denkbar, der polarisiertes Licht mehrerer unterschiedlicher Wellenlangen 
emittiert, wobei dem Laser welleniangenselektierende Mittel - integral oder 
separat - nachgeordnet sind. Auf konventionelle Laser und konventionelle 
welleniangenselektierende Mittel kann hier zuruckgegriffen werden. 

Zum optimalen Nachweis der Mie-Signale ist es von weiterem Vorteil, wenn man 
einen dem Laser nachgeordneten OPO (optisch parametrischen Oszillator) als 
Lichtquelle verwendet. Dadurch ist es namlich moglich, die 
Beleuchtungswellenlange quasi kontinuierlich einzustellen, wodurch fur eine 
bestimmte Teilchenart maximale Nachweissignale detektierbar sind. 

Im Hinbiick auf die Analyse des Praparats ist es von Vorteil, wenn zur 
Auswertung mehrere Bildaufnahmen hinzugezogen werden, um namlich Fehler 
bei der Bildaufnahme eliminieren bzw. kompensieren zu konnen. Insoweit konnte 
zu einer Bildaufnahme zusatzlich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles 
durchlichtmikros-kopisches Bild aufgenommen und bei der Bildauswertung 
berucksichtigt werden. Digitals Bildverarbeitungsmethoden konnen Anwendung 
finden. Jedenfalls lassen sich mit dem Vergleich eines konventionellen 
Durchsichtmikroskopbildes systematische Fehler des jeweiligen Mikroskops 
eliminieren bzw. kompensieren. 
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Ebenso ist es denkbar. daB zur Analyse des Praparats zu einer Bildaufnahme 
zusatzlich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles 
reflexionsmikroskopisches Bild aufgenommen und bei der Bildaufnahme 
berucksichtigt wird. Auch hier lassen sich digitale Biidverarbeitungsmethoden 
anwenden. Die Verarbeitung eines reflexionsmikroskopischen Bildes mit einem 
durchlichtmikros-kopischen Bild des Praparats ist ebenso denkbar, sofern beide 
Aufnahmen uber das gleiche Mikroskop aufgenommen sind. Diese Aufnahmen 
werden zur Analyse des Praparats herangezogen und bei der Bildauswertung 
nach Anwendung digitaler Biidverarbeitungsmethoden berucksichtigt. 

Im Hinbiick auf die Bildaufnahme und anschlieBende Bildverarbeitung ist es von 
weiterem Vorteil, wenn mehrere Bildaufnahmen unter verschiedenen 
Beleuchtungs-ZDetektionswinketn durchgefuhrt werden. Auch diese 
Bildaufnahmen konnen bei der Bildauswertung berucksichtigt werden, um 
beispielsweise die Analyse bzw. das Ergebnis verfalschende Schatteneffekte 
Oder dergleichen eliminieren zu konnen. Auch hier lassen sich digitale 
Biidverarbeitungsmethoden anwenden. 

Das zum Nachweis der Teilchen und somit zur differenzierten Untersuchung 
unterschiedlicher Strukturen dienenden Licht kann uber eine einzige Lichtquelle 
bereitgestellt werden, so beispielsweise uber eine Laserlichtquelle gemali der 
voranstehenden Beschreibung. Ist es jedoch erforderlich, zum Nachweis von 
Teilchen mit unterschiedlichen Durchmessern und/oder mit unterschiedlichen 
Eigenschaften Licht mit mehreren Welleniangen bereitzustellen, so konnen dazu 
mehrere Lichtquellen verwendet werden, die Licht mit geeigneten Welleniangen 
simultan oder zeitlich versetzt emittieren. Insoweit ist eine simultane Oder zeitlich 
versetzte Detektion der den unterschiedlichen Strukturen zugeordneten Teilchen 
moglich. 
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Bereits zuvor ist erwahnt worden, dass es sich bei den Teilchen einerseits um 
metallische Teilchen und andererseits um Teilchen mit metaiiischer Oberflache 
handein kann. Zur Bindung der Teilchen an das Praparat bzw. an die jeweiligen 
Strukturen ist es von ganz besonderem Vorteil, wenn die Teilchen des weiteren 
5 oberflachenbeschichtet sind und wenn die Beschichtung eine spezifische 

Bindung an entsprechend komplementare Strukturen des Praparats ermoglicht. 
Die Bindung kann mechanisch, adhasiv oder gar chemisch erfolgen. 

AbschlieBend sei ganz besonders hervorgehoben, dass das erfindungsgemalie 
Verfahren gegenuber der herkommlichen Fluoreszenzmikroskopie den enormen 

10 Vorteil hat, dass die zur Markierung dienenden Teilchen - im Gegensatz zu den 
Fluoreszenzfarbstoffen - sich im Zeitverlauf und wahrend der Bestrahlung nicht 
verandern. Des weiteren mussen die zur Ermittlung der Mie-Streuung bzw. der 
Mie-Reflexion dienenden Sensoren nicht so sensitiv ausgelegt sein, wie dies bei 
der Fluoreszenzmikroskopie - zur Detektion der Fluoreszenzerscheinungen - der 

15 Fall ist. Sind die Praparate bzw. deren Strukturen einmal mit den hier 

verwendeten Teilchen prapariert, lassen sich weitere Untersuchungen an den 
Praparaten auch nach erheblicher Bestrahlung reproduzierbar durchfuhren, 
Jedenfalls sind dabei nicht die zur Markierung dienenden Teilchen problematisch. 
sondern lediglich die Haltbarkeit des Praparats selbst. Auf sich zeitlich 

20 verandernde Markierungen ist in erfindungsgemalier Weise jedenfalls nicht mehr 
zu achten. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlicher Strukturen in 
vorzugsweise biologischen Praparaten, insbesondere mittels konfokaler 
Laserscanmikroskopie, dadurch gekennzeichnet, dass 
den Strukturen Teilchen mit spezifischem Durchmesser und spezifischen 
Eigenschaften zugeordnet warden und dass der Nachweis der Strukturen 
durch Nachweis der in bzw. an den Praparaten spezifisch gebundenen 
Teilchen erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass der Nachweis der Teilchen dadurch erfolgt, daB die Wellenlange 
geeigneten Lichts in Abhangigkeit des Durchmessers und der spezifischen 
Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, daft sich die Teilchen 
aufgrund der an den Teilchen auftretenden Mie-Streuung nachweisen 
lassen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass der Nachweis der Teilchen dadurch erfolgt, daft die Wellenlange 
geeigneten Lichts in Abhangigkeit des Durchmessers und der spezifischen 
Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, daft sich die Teilchen 
aufgrund des an den Teilchen auftretenden Plasmonen-Signals 
nachweisen lassen 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass linear polarisiertes Licht vorgebbarer 
Wellenlange verwendet wird. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass die Wellenlange des Lichts grolier Oder in 
etwa gleich dem Durchmesser der Teilchen ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass die Wellenlange des Lichts in einem 
Bereich zwischen 300 nm und 1.500 nm liegt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass die Grolie der Teilchen unterhalb des 
optischen Auflosungsvermogens liegt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass die Teilchen einen Durchmesser im 
Bereich zwischen 10 nm und 1.500 nm haben. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass die Wellenlange des Lichts derart 
gewahit wird, dass bei gegebener Teilchengrolie und spezifischer 
Eigenschaft der Teilchen ein maximaler Mie-Reflex nachweisbar ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass zu differenzierende Bereiche des 
Praparats mit Teilchen unterschiedlicher Durchmesser versehen werden, 
so dass mittels geeignetem Licht unterschiedlicher Wellenlangen die 
Bereiche simultan Oder nacheinander detektierbar sind. 

1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass zu differenzierende Bereiche des 
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Praparats mit Teilchen unterschiedlicher spezifischer Eigenschaften 
versehen werden, so dass mittels geeignetem Licht unterschiedlicher oder 
gleicher Wellenlangen die Bereiche simultan oder nacheinander 
detektierbar sind. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass es sich bei den Teilchen urn 
Metallteilchen handelt 

1 3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 2. d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass es sich bei den Teilchen urn an der 
Oberflache metallisierte Teilchen handelt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass die Teilchen als Eliipsoide Oder Kugein 
ausgefuhrt sind. 

1 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass der Nachweis der Teilchen uber die dort 
auftretenden Mie-Reflexe im Transmissionsmikroskop-Modus erfolgt. 

1 6. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 

dass als Mikroskop ein konventionelles Polarisations- 
Transmissionsmikroskop verwendet wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 

dass als Mikroskop ein konfokales Polarisations-Transmissionsmikroskop 
verwendet wird. 
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18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass der spezifische Nachweis der Teilchen 
uber die dort auftretenden Mie-Reflexe im Reflexionsmikroskop-Modus 
erfolgt. 

1 9. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 

dass als Mikroskop ein konventionelles Polarisations-Reflexionsmikroskop 
verwendet wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Mikroskop ein konfokales Polarisations-Reflexionsmikroskop 
verwendet wird. 

21 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Lichtquelle eine 
Hochdruckdampflampe, vorzugsweise mit wellenlangenselektierenden und 
polarisierenden Mittein, verwendet wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20. dadurch 
gekennzeichnet, dass als Lichtquelle ein Laser verwendet wird, 
der polarisiertes Licht einer Wellenlange emittiert. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Lichtquelle ein OPO (optisch 
parametrischer Oszillator) verwendet wird, mit dem die Wellenlange des 
Beleuchtungslichts variiert werden kann, mit dem Ziei, ein fur eine 
bestimmte Teilchenart maximales Mie-Signal messen zu konnen. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass als Uchtquelle ein Laser verwendet wird, 
der polarisiertes Licht mehrerer unterschiedlicher Wellenlangen emittiert, 
wobei dem Laser wellenlangenselektierende Mittel - integral oder separat - 
nachgeordnet sind. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 24, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass zur Analyse des Praparats zu einer 
Bildaufnahme zusatzlich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles 
durchlichtmikroskopisches Bild aufgenommen und bei der Bildauswertung, 
beispielsweise mit digitaien Bildverarbeitungsmethoden. berucksichtigt wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 24, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass zur Analyse des Praparats zu einer 
Bildaufnahme zusatzlich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles 
reflexionsmikroskopisches Bild aufgenommen und bei der Bildauswertung, 
beispielsweise mit digitaien Bildverarbeitungsmethoden, berucksichtigt wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 26, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass sowohl ein reflexionsmikroskopisches 
Bild als auch ein durchlichtmikroskopisches Bild des Praparats uber das 
gleiche Mikroskop aufgenommen. zur Analyse des Praparats 
herangezogen und bei der Bildauswertung, beispielsweise mittels digitaler 
Bildverarbeitungsmethoden, berucksichtigt wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 27, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass Bildaufnahmen unter verschiedenen 
Beleuchtungs-ZDetektionswinkeln durchgefuhrt werden und dass diese 
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Bildaufnahmen bei der Bildauswertung, beispielsweise mittels digitaler 
Bildverarbeitungsmethoden, berucksichtigt werden. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 28, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass das zum Nachweis der Teilchen 
dienende Licht uber eine einzige Lichtquelle bereitgestellt wird. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 29, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass das zum Nachweis der Teilchen mit 
unterschiedlichen Durchmessern und/ unterschiedlichen Eigenschaften 
dienende Licht uber mehreren Lichtquelten geeigneter Wellenlange 
simultan oder zeitlich versetzt bereitgestellt wird. 

31- Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 30, d a d u r c h 

gekennzeichnet, dass die Teilchen oberflachenbeschichtet sind 
und dafl die Beschichtung eine spezifische Bindung an entsprechend 
komplementare Strukturen des Praparats ermoglicht. 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUN^^RICuScri^/ 
(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
E 0397 WO 


uf ciTCDco wno/^cucM Mrttellung ut>er die Obersendung des intemationalen 
Wtl 1 tHbS VUHGEHtN vori^ufigen Prufungsberichts (Fonmblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03946 


Internationales Anme\6e6atuTn(Tag/Monat/Jahr) 
10/12/1999 


Prioritdtsdatum (Tag/Monat/Tag) 
17/12/1998 


Internationale Patentklassifikatlon (IRK) Oder nationale KlassifikaWon und IPK 
G02B21/00 


Anmelder 






LEICA MICROSYSTEMS HEIDELBERG GMBH et al. 





1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mlt der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermlttelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter einschlleBlich dieses Deckblatts. 

SI AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschieibungen, Anspriichen 
und/oder Zeichnungen, die geandert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefiihrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 
□ Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 




VH 




VIII 


□ 



Datum der Einrelchung des Antrags 
17/05/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
20.02.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Schmidt, C. 

Tel. Nr. +49 89 2399 2254 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03946 



I. Grundlag d s B richts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeideamt auf e'ine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprungiich eingereicht' and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie t<eine Anderungen enthalten,): 
Beschreibung, Seiten: 

1-3,5-9 ursprungllche Fassung 

4,4a eingegangen am 29/11/2000 mit Schreiben vom 29/11/2000 

Patentanspruche, Nr.: 

21-31 ursprungliche Fassung 

1 -20 eingegangen am 29/1 1/2000 mit Schreiben vom 29/1 1/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 



2. HInsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erkiarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
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□ Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
SequenzprotokotI entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dleser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgelien (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen entha/ten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erflnderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkelt; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dleser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 - 20 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1 - 20 

Gewerbllche Anwendbarkeit (OA) Ja: Anspruche 1 - 20 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 
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Intemationates Aktenzeichen PCT/DE99/03946 



Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03946 



DOKUMENTE 

Es wird auf die foigenden Dokumente verwiesen: 

D1: US-A-5 843 651 (D.I.STIMPSON ET AL) 1. Dezennber 1998 (1998-12-01) 
D2: EP-A-0 254 430 (ORTHO DIAGNOSTIC SYSTEMS INC) 27. Januar 1988 
(1988-01-27) 

D3: EP-A-0 326 375 (ORTHO DIAGNOSTIC SYSTEMS INC.) 2, August 1989 
(1989-08-02) 

D4: WO 99 13319 A (AFFYMETRIX INC ;RAVA RICHARD P (US); TRULSON 

MARK O (US); WALTON I) 18. Marz 1999 (1999-03-18) 

D5: EP-A-0 469 377 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 

D6: EP-A-0 822 407 (FORSCHUNGSZENTRUM ROSSENDORF). 



ZU PUNKT V 

1 . Die vorliegende Erfindung erfullt das in Artikel 33 (3) PCT genannte Kriterium 
nicht, weil der Gegenstand des Anspruchs 1 nicht auf einer erfinderischen 
Tatigkeit beruht. 

Die Erfindung geht, nach der Beschreibung, von konventioneller 
Fluoreszenzmikroskopie, wie sie im bionnedizinischen Bereich Anwendung findet, 
aus. Dabei werden zur differenzierten mikroskopischen Untersuchung 
unterschiedlicher Strukturen in biologischen Praparaten den Strukturen Teilchen 
mit Fluoreszenzfarbstoffen zugeordnet. Das Problem bei diesen Teilchen ist, dass 
aufgrund der Ausbleichscharakteristik die Fluoreszenzintensitaten sich inn Verlauf 
des Mikroskopierens verandern. 

Die Losung nach Anspruch 1 besteht darin, Teilchen zu verwenden, die 
unabhangig von der Zeit der Bestrahlung konstante Eigenschaften besitzen. 

Derartige Markierungsverfahren bzw. Teilchen sind jedoch im Stand der Technik 
schon bekannt, wie aus den zitierten Dokumenten ersichtlich: 
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Dokunnent D1 offenbart ein Verfahren zur differenzierten Untersuchung 
unterschiedlicher Strukturen in Praparaten, wobei den Strukturen Teilchen mit 
spezifischem Durchmesser und spezifischen Eigenschaften zugeordnet werden, 
und wobei der Nachweis der Strukturen durch Nachweis der an den Praparaten 
gebundenen Teilchen erfolgt (sielie insbesondere: Abstract: "scattering labels 
specifically bound to the waveguide" sowie Spalte 1 , Zeile 9-17, Spalte 2, Z. 10 - 
27 und Anspruch 1). 

Die Dokumente D2 und D3 offenbaren Verfahren zur Untersuchung von 
Praparaten (Immunoassay), bei denen Teilchen (collodial gold label) den 
Strukturen zugeordnet werden. 

Dokument D4 beschreibt auf S. 1 , letzen 2 Zeilen, dass es im Stand der Technik 
schon bekannt ist, statt fluoreszierende Teilchen streuende Teilchen zu benutzen. 

Auch wenn diese Dokumente sich nicht explizit auf Mikroskopie beziehen, zeigen 
sie doch, dass auf dem Gebiet der chemischen Analyse, u.a. von biologischen 
Materialien, die Verwendung von streuenden Teilchen durchaus allgemein 
bekannt ist. Hieraus folgt, dass der Fachmann, der das Problem der Veranderung 
der Intensitat bei fluoreszierenden Teilchen losen will, eine klare Anregung zur 
Benutzung von streuenden Teilchen bekommt. Somit kann der Anspruch 1 nicht 
als erfinderisch betrachtet werden. 

2. Die abhangigen Anspruche enthalten keine IVIerkmale, die in Kombination mit den 
Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den sie sich beziehen, die Erfordernisse 
des PCT in bezug auf erfinderische Tatigkeit erfullen. Die Griinde dafiir sind die 
folgenden: 

Die Verwendung von Mie-Streuung ist auf dem Gebiet ubiich und z.B. schon 
aus D1 bis D3 bekannt; die Verwendung von Plasmonen ist aus D5 und D6 
auf dem Gebiet der chemischen Analyse bekannt. 
Die Benutzung von polarisiertem Licht in dem angegebenen Bereich ist 
ubiich, wie aus den zitierten Dokumenten ersichtlich. 

In D3 wird eine Partikelgrosse von 40nm vorgeschlagen (Bp. 15, Z. 49). 
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Die Wellenlange zu optimieren ist fur den Fachmann selbstverstandlich und 
auch in D3 (Sp. 18, Z. 40-58) vorgeschlagen. 

Auch in D1 bis D3 werden metallische Partikel, z.B. Ellipsoide Oder Kugein, 
verwendet. 

Die Verwendung von Transmissions- bzw. Reflexions-Mikroskopie ist 
allgemein bekannt auf dem Gebiet der Analytik. 

Auch in D1 bis D3 werden lierkommliche Lichtquellen wie Laser oder 
Hochdrucklampen venA^endet (D3. Sp. 7, Z. 32-39). 

Die VenA/endung elektronischer Bildanalyse ist z.B. in D1, Sp. 19, Z. 55, 
erwahnt. 

Eine Oberflachenbeschichtigung ist auf dem Gebiet ubiich. 
ZU PUNKT VI 

Das Dokument D4 wurde zwar nach dem Prioritatstag der Anmeldung veroffentlicht, 
konnte jedoch in der regionalen Phase wichtig sein (z.B. unter A. 54 (3) EPU). Dieses 
Dokument offenbart ein Verfahren zur Untersuchung von Praparaten, wobei streuende 
und reflektierende Metallteilchen fur die Markierung von Bereichen benutzt werden. 

ZU PUNKT VII 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den oben zitierten Dokumenten D2 bis D6 offenbarte 
einschlagigen Stand derTechnik noch diese Dokumente angegeben. 

Auf S. 2, nach Angabe der Erfindung, fehit eine Zusammenfassung der Figuren (in 
diesem Fall nur eine Figur); siehe Regel 5.1 a) iv) und b) PCT. 
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An dieser Stelle sei noch einmal ganz besonders hervorgehoben, dass in 
erfindungsgemaSer Weise die Markieaing von Bereichen oder Strukturen zu 
deren differenzierter Untersuchung durch Zuordnung von Tellchen zu diesen 
Strukturen und durch anschlieBende Detektion der Teilchen erfolgt, wobei die 
Detektion der Teilchen durch Ausnutzung der an der Teilchen auftretenden Mie- 
Streuung erfolgt. Das Phanomen der Mie-Streuung wird somit in 
erfindungsgemaBer Weise zum Nachweis der den Strukturen zugeordneten 
Teilchen und somit zum Nachweis der Strukturen selbst genutzt. 

Statt des Nachweises uber an den Teilchen auftretende Mie-Streuung kann der 
Nachweis der Teilchen auch durch Detektion des Plasmonen-Signals erfolgen. 
Plasmonen sind aus der Literatur schon seit geraumer Zeit bekannt. Es handelt 
sich hierbei um ein Phanomen aus dem Bereich der Festkorperphysik, bei dem 
die Elektronen im Leitungsband eines Festkorpers Schwingungen ausfuhren, die 
durch beispielsweise Licht geeigneter Wellenlange induzierbar sind. Dies wird 
bislang vor allem im Zusammenhang mit Messgeraten genutzt. die auf dem 
Oberflachen-Plasmonen-Resonanzeffekt beruhen. Lediglich beispielhaft wird 
dazu auf die US-PS 5,351,127 verwiesen, in der eine entsprechende Anordnung 
beschrieben ist. Fur die Lichtmikroskopie im klassischen Sinne ist jedoch die 
Erzeugung und der Nachweis von Oberflachen-Plasmonen gemali der zuvor 
vorgenannten Druckschrift nicht brauchbar. 

Als weiteren Stand derTechnik ist das U.S. Patent 5,843,651 zu nennen, das die 
Detektierbarkeit verschiedener spezifischer Bindungspartner emrioglicht. Die 
Bindungspartner sind dabei DNA-Molekule, die sich auf bestimmten Rezeptoren 
in einem Wellenleiter aniagem. Die Aniagerung eriogt in einer flussigen Phase 
an einer Oberflache des Wellenleiters, die bestimmte kunstliche Rezeptorstellen 
besitzt. Das Vorhandensein einer Bindung, bzw. des zu suchenden Stoffes. wird 
mittels Lichtstreuung bestimmt. Mit dem Verfahren ist es nicht mogiich 
biologische Strukturen in einem biologischen Praparat nachzuweisen. 
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Im Rahmen des zuvor genannten altematlven Nachwelses der Teilchen durch 
Detektion des Plasmonen-Signals werden mit geeignetem Licht im 
5 konventionellen Oder konfokalen Laserscanmikroskop Oberfiachen- oder 
Volumen-Plasmonen-Resonanzen der Teilchen angeregt, die an der 
nachzuweisenden Stmktur spezifisch angebunden sind. Das verwendete Licht 
kann z.B. linear polarisiertes Licht mit vorgebbarer Wellenlange sein. Die so 
angeregten Oberfiachen- oder Volumen-Plasmonen-Resonanzen werden dann 
10 mit geeigneten Mittein nachgewiesen. In Abhangigkeit von der Eigenschaft des 
venwendeten Lichts und der Eigenschaft der verwendeten Teilchen ist ein 
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PatentansprQche 



Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlicher Stmkturen in 
biologischen Praparaten, mit einem Mikroskop. d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass den Stmkturen Teilchen mit spezifischem 
Durchmesser und spezifischen Eigenschaften zugeordnet werden. dass 
der Nachweis der Stmkturen durch Nachweis der spezifisch in bzw. an den 
Strukturen des Praparats gebundenen Teilchen erfolgt, und dass Licht auf 
die Teilchen einwirkt, wobei die Teilchen unabhangig von der Zeit der 
Bestrahlung durch das Licht konstante Eigenschaften besitzen. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Nachweis der Teilchen dadurch erfolgt, dali die Wellenlange 
- geeigneten Lichts in Abhangigkeit des Durchmessers und der spezifischen 
Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, daB sich die Teilchen 
aufgmnd der an den Teilchen auftretenden Mie-Streuung nachweisen 
lassen. 

Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Nachweis der Teilchen dadurch erfolgt, dalS die Wellenlange 
geeigneten Lichts in Abhangigkeit des Durchmessers und der spezifischen 
Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird. daB sich die Teilchen 
aufgrund des an den Teilchen auftretenden Plasmonen-Signals 
nachweisen lassen 

Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, 

dass die Wellenlange des Lichts gr6(Ser oder in etwa gleich dem 
Durchmesser der Teilchen ist. 
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5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass zu differenzierende Bereiche des Praparats mit Teilchen 
unterschiedlicher Durchmesser versehen werden, so dass mittels 
5 geeignetem Licht unterschiedlicher Welleniangen die differenzierenden 

Bereiche simultan Oder nacheinander detektierbar sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den Teilchen urn Metallteilchen oder um an der 
Oberflache metallisierte Teilchen handelt. 

10 7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Teilchen als Ellipsoide oder Kugein ausgefuhrt sind. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch 

gekennzeichnet, dass der Nachweis der Teilchen uber die dort 
auflretenden Mie-Reflexe im Transmissionsmikroskop-Modus erfolgt. 

15 9. Verfahren nach Anspmch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Mikroskop ein konventionelles Polarisations- 
Transmissionsmikroskop oder ein konfokales Polarisations- 
Transmissionsmikroskop verwendet wird. 



20 



10. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch 

gekennzeichnet, dass der spezifische Nachweis der Teilchen 
uber die dort auflretenden Mie-Reflexe im Reflexionsmikroskop-Modus 
erfolgt. 
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11. Verfahren nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet, 
dass als Mikroskop ein konventionelles Polarisations-Reflexionsmikroskop 
Oder ein konfokales Polarisations-Reflexionsmikroskop verwendet wird. 



5 12. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, 

dass das Licht mit einer Hochdruckdampflampe als Lichtquelle. 
vorzugsweise mit wellenlangenselektierenden und polarisierenden Mitteln. 
erzeugt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass das Licht mit einem Laser als Lichtquelle erzeugt wird, wobei der 

Laser polarisiertes Licht einer Wellenlange emittiert. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Licht mit einem OPO (optisch parametrischer Oszillator) als 
Lichtquelle erzeugt wird, wobei mit dem OPO die Wellenlange des 

15 Beleuchtungslichts variiert werden kann, mit dem Ziel. ein fur eine 

bestimmte Teilchenart maximales Mie-Signal messen zu konnen. 

1 5. Verfahren nach Anspmch 1. dadurch gekennzeichnet, 
dass das Licht mit einem Laser als Lichtquelle erzeugt wird, wobei der 
Laser polarisiertes Licht mehrerer unterschiedlicher Wellenlangen emittiert, 

20 und dem Laser wellenlangenselektierende Mittel - integral oder separat - 

nachgeordnet sind. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass zur Analyse des biologischen Praparats zu einer Bildaufnahme 
zusatzlich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles 
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durchlichtmikroskopisches Bild aufgenommen und bei der Bildauswertung, 
beispielswelse mit digitalen Bildverarbeltungsmethoden, berQcksichtigt 
wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Analyse des biologischen Praparats zu einer Bildaufnahme 
zusatzlich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles 
reflexionsmikroskopisches Bild aufgenommen und bei der Bildauswertung. 
beispielsweise mit digitalen Bildverarbeitungsmethoden, berQcksichtigt 
wird. 

Verfaliren nach einem der Anspruche 16 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass sowohl ein reflexionsmikroskopisches 
Bild ais auch ein durchlichtmikroskopisches Bild des biologischen 
Praparats uber das gleiche Mikroskop aufgenommen, zur Analyse des 
biologischen Praparats herangezogen und bei der Bildauswertung, 
beispielsweise mittels digitaler Bildverarbeitungsmethoden, berQcksichtigt 
wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass Bildaufnahmen unter verschiedenen Beleuchtungs-ZDetektionswinkeln 
durchgefQhrt werden und dass diese Bildaufnahmen bei der 
Bildauswertung, beispielsweise mittels digitaler 
Bildverarbeitungsmethoden, berQcksichtigt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Teilchen oberflachenbeschichtet sind und daB die Beschichtung 
eine spezifische Bindung an entsprechend komplementare Strukturen des 
Praparats ermoglicht. 



GEAENDERTES BLATT 



m 




PATENT COOPERATION TRE^^J^ 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



J 



Applicant's or agent's file reference 
E 0397 WO 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/DE99/03946 


10 December 1999 (10.12.99) 


17 December 1998 (17.12.98) 


Internationa! Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




G02B 21/00 






Applicant 

LEICA MICROSYSTEMS HEIDELBERG GMBH 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



'v^ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or d^vin^gvhicE^ve 
^-^ been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made b§»re fcjs Autlf^ity 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). < 



These annexes consist of a total of. 



sheets. 



o 
o 
3 



CO 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 




VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

17 May 2000(17.05.00) 


Date of completion of this report 

20 February 2001 (20.02.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article } 4 are referred to in this report as "originally filed'* and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ I the international application as originally filed. 

the description, pages \''i,5-9 ^ as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of . 

pages , filed with the letter of - 



29 November 2000 (29.1 1 .2000) 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



21-31 



1-20 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
.filed with the letter of 
, filed with the letter of 



29 November 2000 (29. 1 1 .2000) 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/1 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
. filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' ' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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! V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-20 



1-20 



1-20 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



I 2. Citations and explanations 

This report makes reference to the following documents 



Dl: 



D2 



D3 



D4 



D5; 
D6: 



US-A-5 843 651 ( D . I . STIMPSON ET AL.), 1 December 

1998 (1998-12-01) 

EP-A-0 254 430 (ORTHO DIAGNOSTIC SYSTEMS INC.), 
27 January 1988 (1988-01-27) 

EP-A-0 326 375 (ORTHO DIAGNOSTIC SYSTEMS INC.), 
2 August 1989 (1989-08-02) 

WO-A-99/13319 (AFFYMETRIX INC.; RAVA RICHARD P. 
(US); TRULSON MARK O. (US); WALTON I.), 18 March 

1999 (1999-03-18) 

EP-A-0 4 69 377 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
EP-A-0 822 407 ( FORSCHUNGSZENTRUM ROSSENDORF) . 



The present invention does not meet the requirement 
of PCT Article 33(3) because the subject matter of 
Claim 1 does" not involve an inventive step. 



According to the description, the invention proceeds 
from the conventional fluorescence microscopy used 
in the biomedical field. In order to perform a 
differentiated microscopic examination of various 
structures in biological preparations, particles 
with fluorescent dyes are associated with the 
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structures. The problem of these particles is that 
discolouring causes fluorescence intensities to be 
altered during microscopic examination. 

The solution as per Claim 1 consists in using 
particles which possess constant properties whatever 
the irradiation time . 



However, such labelling methods and particles are 
already known from the prior art , as shown by the 
citations . 



Dl discloses a method for the differentiated 
examination of various structures in preparations, 
particles with specific diameter and specific 
properties being associated with the structures and 
the structures being detected by detecting the 
particles bound to the preparations (see, in 
particular, the abstract: ''scattering labels 
specifically bound to the waveguide"; column 1, 
lines 9-17; column 2, lines 10-27; and Claim 1). 

D2 and D3 disclose methods for examining 
preparations (immunoassays) during which particles 
(colloidal gold label) are associated with the 
structures . 



D4 states on page 1, last two lines, that the use of 
scattering instead of fluorescent particles is 
already known from the prior art. 

Even if those documents do not refer explicitly to 
microscopy, they show that the use of scattering 
particles is well known in the field of chemical 
analysis, inter alia of biological materials. As a 
result, a person skilled in the art seeking to solve 
the problem of the intensity alteration of 
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fluorescent particles is clearly prompted to use 
scattering particles. Claim 1 therefore cannot be 
considered inventive . 

2. The dependent claims do not contain any features 

which, in combination with the features of any claim 
to which they refer, meet the PCT requirement for 
inventive step, for the following reasons: 

- The use of Mie scattering is normal practice in 
the field and already known from D1-D3, for 
example; the use of plasmons is known from D5 and 
D6 in the field of chemical analysis. 

The use of polarised light in the range indicated 
is normal practice, as shown by the citations. 

- D3 proposes a particle size of 40 nm (column 15, 
line 49) . 

- Wavelength optimisation is obvious to a person 
skilled in the art and is also proposed in D3 
(column 18, lines 40-58) . 

- D1-D3 also use metallic particles, such as 
ellipsoids or spheres. 

- The use of transmission or reflection microscopy 
is generally known in the field of analysis. 

- D1-D3 also use conventional light sources such as 
lasers or high-pressure lamps (D3, column 7, 
lines 32-39) . 



The use of electronic image analysis is mentioned 
in Dl, column 19, line 55, for example. 

Surface coating is normal practice in this field. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



% 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: BOX VI 

Although document D4 was published after the priority 
date of the application, it could be important in the 
regional phase (for example under EPC Article 54(3)). 
That document discloses a method for examining 
preparations using scattering and reflecting metal 
particles for the labelling of regions. 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description does not 
cite documents D2-D6 and does not indicate the relevant 
prior art disclosed therein. 

On page 2, after the description of the invention, the 
application fails to briefly describe the figures (in 
this case only one figure); see PCT Rule 5.1(a) (iv) and 
(b) . 
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